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RNase T1分子中に存在する 3 個のHis 残基について 3H- 交換滴定，およびNMR滴定(360 MHzおよ
び相関100MHz ) を行ない，本酵素の活性部位におけるミクロ環境解析を行なった。
まず， RNsae T 1 の NMRスペクトルに現われる 3 個のHis 残基C-2 位プロトンシグナルの帰属を
3H- 交換滴定法(この方法で，一次構造上の帰属が明確に決定できる)を用いて同定を行なった。す
なわち，①NMR滴定曲線と 3H- 交換滴定曲線の比較②NMR スペクトルにおける His C-2 位プロト
ンシグナルの重水素交換速度と各His残基の3H- 交換速度の比較，により同定を行なうので，その帰属
には疑問の余地はまったく無い。
次に桔抗阻害剤3こ GMP 存在下，および非存在下において， RNase T 1 の 3H- 交換滴定， NMR 滴定
を行ない各His 残基それぞれについて測定した結果に基づき，本酵素の活性部位について，次のよう
な新しい知見が得られた。
すなわち， His-40 は native な状態では， pKa=7.6 で，活性部位の表面近くに存在し，その近傍に
あるpKa=4.1 の酸性解離基と相互作用している。 RNase T 1 に3~GMPが結合するとこの相互作用が
切断され， His-40 は 3こ GMP のリン酸部分と新しい相互作用を形成する。
一方， His-92 は活性部位の奥に埋もれており，これは3こ GMP のグアニン塩基N-7位と水素結合を
形成するので，阻害剤の結合部位と考えられる。
このような酵素-阻害剤複合体における活性部位の構造は， 31p NMR の結果からも支持される。
また， His-27 は活性部位とは関係のない部分に埋もれた状態で存在している。





リボヌクレアーゼ(RNase) T 1 には 3 個のヒスチジン(His)残基が含有されており，本酵素のD20溶液
についてNMR スペクトルを測定すると 低磁場にそれぞれの His 残基に由来する 3 個のシグナルがあ
らわれる。木村君は溶液のpD を種々変化させて，シグナルのpD依存性から各 His 残基の解離定数(p
Ka) を測定した。一方，種々なpH で、 RNase Tl をトリチウム水中で370C に加温して各His残基ヘトリ
チウムが取り込まれる反応速度を測定し，反応、速度のpH依存性から各His残基の反応性と pKa とを測
定した。後者の方法では一次構造上のどの His 残基の反応速度および、pKa かを確実に知ることができる。
これら 2 方法による結果を用いて NMRスペクトル上の 3 個のHis残基に由来するシグナルの同定に
成功した。これら両測定結果から求めた各 His 残基のpKa は実験誤差範囲内で一致することを明らか
にした。
Hia-27 , His-40 および、 His-92 に由来する NMR シグナルの化学シフトと pD との相関性を示す曲線
は，何れも単純なシグモイドを与えず， pD4 付近に変曲点を与え，各His残基周辺にカルボキシル基
の存在を推定させる結果を得た。また RNase T1の阻害剤で、ある3~GMP存在下にNMR スペクトルお
よびトリチウム交換反応速度を測定した結果， His-27 に関しては3こ GMP非存在下の測定結果と変化
ないが， His-40 および、His-92 に関しては，両測定法とも3こ GMP非存在下と比べて大きな変化が観察
され，得られた結果を解析し， His-40 は3乙 GMPのリン駿部位と相互作用し， His-92 は3こ GMP のN
7 位と水素結合していることを示した。さらに各His 残基のトリチウム交換反応速度の測定から，
His-40 は RNase Tlの分子表面近くに存在し， His-27 および、His-92 は埋れた状態に存在することを
結論した。
以上のように， NMR 滴定およびトリチウム交換滴定の両方法を併用することによって， RNase T1 
分子中の個々のHis 残基周辺のミクロ環境の解析に成功した木村君の論文は，理学博士の学位論文と
して十分価値あるものと認められる。
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